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k57 Resumen:
El procedimiento para la sntesis de dipeptidos de
N--acil arginina de cadena grasa y anino-acidos
puros como tensioactivos ionicos de accion an-
timicrobiana esta relacionado con la preparacion
de tensioactivos lipopeptdicos en los que la parte
hidroflica esta formada por un dipeptido cuyo
aminoacido portador del grupo carbonilo al enlace
peptdico es arginina y la parte hidrofobica esta
constituida por un acido graso unido al grupo -
amino libre de la arginina a traves de un enlace
acilo segun el esquema de la formula.
Estos dipeptidos son aplicables en multiples areas
industriales: cosmetica, dermofarmacia, alimen-
tacion, biotecnologa, etc.
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DESCRIPCION
La presente invencion esta relacionada con la
sntesis de tensioactivos lipopeptdicos antimicro-
bianos y mas particularmente con una familia de
N-acil dipeptidos en los que la parte hidroflica
esta formada por un dipeptido cuyo aminiacido
portador del grupo carbonilo al enlace peptdico
es arginina y la parte hidrofobica esta constituida
por un acido graso unido al grupo -amino libre
de la arginina a trave de un enlace acilo segun el
esquema [I]
Estos tensioactivos pueden ser cationicos o
anfoteros y en cualquier caso presentan unas exce-
lentes propiedades antimicrobianas y no son irri-
tantes. Ademas son capaces de formar micelas,
cristales lquidos, emulsiones y microemulsiones
cuya tecnologa es aplicable en multiples areas
industriales: cosmetica, demofarmacia, alimen-
tacion, biotecnologa, etc.
Es bien conocido que materiales tales como
cosmeticos, productos dermafarmaceuticos, ali-
mentos, etc. son facilmente atacados por microor-
ganismos descomponiendose con el tiempo si no
se encuentran debidamente protegidos.
Para estos nes existen diferentes antihongos o
antisepticos. No obstante o bien estos compuestos
no inhiben totalmente el crecimiento microbiano
o bien adolecen la irritabilidad o toxicidad. En-
tre las investigaciones conducentes a la obtencion
de agentes antisepticos o antihongos no irritantes
los tensioactivos derivados de material proteico
han despertado mucho interes especialmente en
los ultimos a~nos, no solamente por la simplicidad
de su estructura sino por la multifuncionalidad
que presentan.
Hasta ahora la mayora de trabajos publica-
dos y patentes registradas acerca de tensioactivos
derivados de aminoacidos y/o peptidos con acti-
vidad antimicrobiana se ha centrado en el estudio
y aplicacion de derivados de N-acil aminoacidos
obtenidos de la condensacion de un acido graso al
grupo -amino del aminoacido en forma de ester.
Entre los derivados mas destacados guran los
derivados del Acido Glutamico, Sarcosina, Lisina
y Arginina ( ) los cuales estan N-Acilados con
acidos grasos de cadena comprendida entre 12 y
16 atomos de carbono.
Hasta el a~no 1964 no se encuentra en la lite-
ratura ningun dato acerca de la activida antimi-
crobiana de peptidos anflicos no cclicos obte-
nidos por luna va sintetica. Fue Molin N. quien
primero presento los datos de actividad antimi-
crobiana del ester etlico de N-Palmitoil-Lis-Lis
y mas tarde Kupryszewski, D. en el a~no 1976
conrma estos mismos resultados asociando la
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actividad antimicrobiana de estos derivados di-
peptdicos a los siguientes requisitos estructurales
| el grupo -amino terminal acilado con el
acido palmtico
| los dos !-amino libres y protonados
| los residuos de lisina unidos por un enlace
peptdico
| el grupo -carboxilo estericado.
En otras palabras, la consecuencia tensioac-
tivo -base peptdicapoder antimicrobiano pa-
reca estar asociada solo a aquellos derivados
de aminoacido y/o peptido que tuvieran carac-
tersticas de tensioactivo cationico.
En 1986 Infante, MaR. patenta un proce-
dimiento para la sntesis de dipeptidos de N-
Acil Arginina de cadena grasa e hidrolizados de
protena como tensioactivos ionicos de accion an-
timicrobiana. La naturaleza ionica de estos ten-
sioactivos poda ser cationica y/o anfotera en
funcion de la naturaleza qumica del grupo carbo-
xilo. Estos tensioactivos presentaron la ventaja
sobre lo anteriormente publicado y/o patentado
de ser tensioactivos de base peptdica antimicro-
bianos y de naturaleza anfoterica y en consecuen-
cia menos irritantes que cualquier otro tensioac-
tivo cationico de base peptdica.
Hay que indicar que las moleculas cuya pa-
tente se solicita son semejantes a las patenta-
das por Infante, M.aR en 1986. Estas ultimas
qumicamente pueden considerarse como una
mezcla polidispersa de derivados de dipeptidos de
Arginina acilada con un acido graso mientras que
las que presentamos como novedad son derivados
de Arginina acilada con acido graso de estructura
qumica denida y homogenea. Se ha conseguido
potenciar sus propiedades antimicrobianas man-
teniendose sus ndices de irritabilidad muy bajos
y en algun caso nulo.
La presente invencion esta relacionada con
la preparacion de tensioactivos lipopeptdicos en
los que la parte hidroflica esta formada por un
dipeptido cuyo aminoacido portador del grupo
carbonilo al enlace peptdico es arginina y la parte
hidrofobica esta constituda por un acido graso
unido al grupo -amino libre de la arginina a traves
de un enlace acilo segun el esquema de la formula.
En donde
| R1 es una cadena lineal hidrocarbonada de
9 a 17 atomos de carbono, saturada o in-
saturada pudiendo contener hidroxisustitu-
yentes.
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| R2 es la cadena lateral de un aminoacido,
pudiendo ser uno o cualquiera de los 20
aminoacidos naturales: H- para la Glicina,
HO-CH2- para la Serina, -CH2 para la Fe-
nilalanina, etc.
| R3 es un resto alqulico de cadena corta o
un monocation incluido H+.
| X−: Cl−, Br−, CH3-COO
−
La naturaleza ionica de estas moleculas de-
pende fundamentalmente del sustituyente R3.
Seran cationicas si R3 es un resto alqulico. Seran
anfoteras si R3 es un monocation.
Se obtienen por la condensacion del derivado
graso de N-Acil Arginina y el ester alqulico
(me, Et o Pro) de un aminoacido puro lutilizando
para ello el metodo de condensacion del anhdrido
mixto tal y como se indica en la siguiente es-
quema:
La presente invencion engloba entre otros la
preparacion de los siguientes compuestos:
1. nitro-Arinina.
2. N-Decil, N-Dodecil, N-Tetradecil o N-
-Hexadecil nitro Arginina.
3. Esteres metlico, etlico o proplico de
aminoacido.
4. Esteres alqulicos de dipeptidos de N-
Decil, N-Dodecil, N-Tetradecil o N-
Hexadecil nitro Arginina.
5. Esteres alqulicos de dipeptidos de NN-
Decil, N-Dodecil, N-Tetradecil o N-
Hexadecil Arginina.
6. Dipeptidos de N-Decil, N-Dodecil, N-
Tetradecil o N-Hexadecil Arginina.
La importancia de esta sntesis reside funda-
mentalmente en las propiedades tensioactivas y
antimicrobianas que presenta el producto nal en
cada caso as como en las caractersticas natura-
les de su estructura qumica compatible con las
estructuras proteicas de la piel human.
A modo de ejemplo y sin que ello limite el pro-
cedimiento, describiremos con detalle la sntesis
de los siguientes compuestos
1. Clorhidrato del ester metlico de N -
Lauroil - Arginil - Fenilalanina (derivado
cationico)
2. Clorhidrato de N - Lauroil - Arginil - Fe-
nilalanina (derivado anfotero)
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Ejemplo 1
1. Preparacion de la N -Lauroil-nitro Arginina
(LNA)
Se suspenden 45 g de Niotroarginina en una
mezcla agua/acetona y se a~nade la cantidad equi-
valente de NaOH. La solucion se enfra a -5C y
se a~naden 53.8 ml de cloruro de lauroilo y un li-
gero exceso de NaOH de manera que el pH se
mantenga entre 11 y 13. Acabada la adicion, la
mezcla de reaccion se deja unas horas a 0C y
despues se a~nade HCl 1N hasta pH acido. Apa-
rece un solido blanco que se ltra y se lava hasta
pH neutro. Se seca y se cristaliza en etanol/agua.
Rto: 60%, pf: 174-178C, []20 = 4.4
 (c=1, me-
tanol).
2. Preparacion del ester metlico de la N -
Lauroil nitro-Arginil-Fenilalanina (LNA-POM)
Cantidades equimoleculares de LNA (8.5 g) y
N-metil morfolina (NMM) se disuelven en 50 ml
de Dimetilformamida (DMF) seca. La mezcla se
enfra y se a~naden lentamente 2.9 ml de Isobu-
til cloroformiato (IBClF). La mezcla resultante
se agita energicamente e inmediatamente despues
se a~nade una solucion que contiene la cantidad
equimolecular del ester metlico de la Fenilala-
nina disuelta en 100 ml de DMF. La mezcla de
reaccion as preparada se mantiene en agitacion
durante 1h en fro y 24 h mas a temperatura am-
biente. El solvente se evapora y el residuo se lava
con bicarbonato sodico a 5%, HCl 0.1N y agua.
De esta manera se obtiene el LNA-POM con un
70% de rendimiento. pf: 102-107C.
3. Preparacion del clorhidrato del ester
metlico de la N-Lauroil-Arginil-Fenilalanina
(LA-POM)
5 g del solido anterior se disuelven en 50 ml de
acido formico y se hidrogena sobre 1 g de Pd/c
durante 6 horas.
El derivado desprotegido en forma de sal
formica, se purica mediante cromatografa en
columna de gel de slice usando como eluyente
una mezcla de Metanol/Cloroformo en diferen-
tes proporciones. De esta manera se obtiene 4 g
de un solido muy higroscopico que cristaliza en
HCl (MeOH)/Eter Etlico y que corresponde al
LA POM en forma de clorhidrato.
La estructura del compuesto se determina por
analisis elemental, H’-RMN, EM-FAB, analisis
automatico de aminoacidos.
Determinaciones de propiedades tensioactivas
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fundamentales, antimicrobianas e irritantes (test
de Draize), indicaron que se trataba de un ten-
sioactivo antimicrobiano, no irritante.
Todos los datos correspondientes a las carac-
tersticas de la sntesis, caractersticas del com-
puesto y sus propiedades se indican en la Tabla I
y II.
Ejemplo 2
Sntesis del clorhidrato de N-Lauroil-Arginil-
Fenilalanina (LA-POH)
La obtencion del derivado LA-POH se obtuvo
sin diferencias acusables por dos vas diferentes:
a) Por saponicacion directa del LA-POM
1g de LA POM, obtenido segun el procedimiento
descrito anteriormente se disuelve en 10 ml de me-
tanol y en fro se a~naden 3.2 ml de NaOH 1N. La
mezcla se mantiene en agitacion a temperatura
ambiente durante 4 horas despues de las cuales
aparece un solido blanco el cual se lava con agua
repetidas veces hasta pH neutro. Este solido se
disuelve en HCl (MeOH) en una relacion molar
1/4 y se a~nade Eter Etlico hasta turbidez. Pre-
cipita un solido muy higroscopico que se purica
en columna de gel de slice y que corresponde,
tras las oportunas determinaciones estructurales
al compuesto LA-POH objeto de la sntesis. Tras
la puricacion en columna, el rendimiento de la
reaccion es un 50%.
b) Por saponicacion de LNA-POM y poste-
rior hidrogenacion
2.25 g de LNa-POM se suspenden en 9.91 ml de
NaOH 0.5N. La solucion se agita durante 3 h a
30C. Se enfra y se agrega HCl 1N hasta pH 1.5-
2. Aparece 2.15 de un solido blanco que se lava
con agua y se seca y que corresponde al derivado
LNa-goh, el cual se somete a hidrogenacion tal y
como se describe en el metodo a) ya descrito.
Analogamente al compuesto anterior, todos
los datos se indican en la Tabla I y II.
Tabla I. Caractersticas de los compuestos
sintetizados
Compuesto Rto. Analisis Elemental
LA POM % C % H %N
peso teorico 58.79 8.75 12.25
molecular 60 % esp. 58.85 8.85 12.21
553.5
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Tabla I (Continuacion)
Compuesto Rto. Analisis Elemental
LA-POH a) 50 %
peso teorico 58.12 8.61 12.56
molecular exp. 57.45 8.74 12.86
539.5 b) 60 %
Tabla I (Continuacion)
Compuesto pf ( C) []D20C
LA POM
peso C= 1, metanol
molecular 35-39C
553.5 -1.68C
LA-POH
peso
molecular 62-62C -1.60C
539.5
Tabla II. Tension supercial estabilizada (),
concentracion micelar crtica (cmc) y
concentracion mnima inhibitoria (MIC) de
LA-POM y LA-POH.
γ cmc
Compuesto m New/m moles/l
LA POM 34.6 1.5x10−3
LA.POH 30.0 0.25x10−3
Tabla II Continuacion)
MIC (g/ml)
Compuesto 1 2 3 4 5 6
LA POM 16 4 4 16 16 256
4
7 2 020 148 8
Tabla II Continuacion)
MIC (g/ml)
Compuesto 1 2 3 4 5 6
LA.POH 4 4 2 4 4 128
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1: Candida Albicans, CCM(1);
2: Staphylococcus epidermidis ATCC 12228;
3: Micrococcus aurantiacus ATCC 11731;
4: Bacillus subtillis ATCC6623
5: Escherichia coli ATCC;
6: Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145.
(1) Catedra Microbiologa. Facultad Farmacia de
Barcelona.
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REIVINDICACIONES
1. \Procedimiento para la sntesis de dipepti-
dos de N - Acil arginina de cadena grasa y amino
acidos puros (acidos basicos o neutros) como ten-
sioactivos ionicos de accion antimicrobiana no
irritantes" de formula general:
en donde
R1 es una cadena lineal hidrocarbonada de 9 a
17 atomos de carbono, saturada o insaturada pu-
diendo contener hidroxi sustituyentes.
R2 es la cadena lateral de aminoacido, pudiendo
ser uno cualquiera de los 20 aminoacidos natura-
les:
H- para la glicina, HO-CH2-, para la Serina, -
CH2 para la Fenilalanina, etc.
R3 es un resto alqulico de cadena corta o un mo-
nocation includo H+
X−: Cl−, Pr−, CH3COO
−
Caracterizado porque en una primera etapa
tiene lugar la condensacion del cloruro de acido
graso al derivado de aminoacido nitro-arginina.
En una segunda etapa tiene lugar la formacion
del dipeptido por condensacion de un segundo
aminoacido en forma de ester al compuesto N -acil
nitro arginina de cadena grasa y por ultimo y en
una tercera etapa tiene lugar fundamentalmente
la reduccion del grupo nitro del N -acil nitro ar-
ginil -aminoacido por hidrogenacion cataltica y/o
saponicacion del grupo ester del aminoacido ter-
minal.
2. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado por utilizar como aminoacido de
partida L-Arg, D-Arg, o DL-Arg.
3. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado por utilizar como protector del
grupo guanidino de la arginina el grupo nitro.
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4. Un procedimiento segun reivindicacion
1 caracterizado por utilizar cloruros de acido
graso lineales, puros o mezcla saturados, insatu-
rados o hidroxisustituidos de 10 a 18 atomos de
carbono como acilantes de la nitro arginina en un
medio hidroalcoholico de pH: 9-10.
5. Un procedimiento segun reivindicacion
1 caracterizado por utilizar esteres alqulicos
de cadena corta de aminoacidos puros para for-
mar los dipeptidos de N-Acil arginina de cadena
grasa objeto de la presente patente.
6. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado por la condensacion de la N-Acil
nitro arginina con el ester del aminoacido puro
para obtener el N-Acil nitro arginil -aminoacido
tiene lugar a traves de la formacion de un an-
hidrido mixto de la forma siguiente: Durante 90
segundos y en fro se mezclan equimolecularmente
Isobutil cloroformiato, N-metil mofolina y N-acil
nitro arginina en presencia de dimetilformamida.
A continuacion se a~nade a esta mezcla el ester
del aminoacido previamente neutralizado con N-
metil morfolina, dejandola en agitacion hasta un
maximo de 24 h a temperatura ambiente.
7. Un procedimiento segun reivindicacion 1
y 6 caracterizado porque la puricacion de los
dipeptidos de N -acil nitro arginina se lleva a cabo
facilmente por extracciones organicas y acuosas.
8. Un procedimiento segun reivindicacion 1,
caracterizado porque la desproteccion del grupo
nitro para la consecucion de los dipeptidos an-
flicos objeto de la presente patente tiene lugar
con hidrogeno gas en un medio que contiene Pd/c
y acido formico.
9. Un procedimiento segun reivindicacion 1,
caracterizado porque la desproteccion de los de-
rivados estericados para formar los derivados con
grupo -carboxilo terminal libre tiene lugar por sa-
ponicacion directa de los esteres de N -acil-arg-
aminoacidos en un medio alcoholico que contiene
NaOH.
10. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado porque la puricacion extrema de
los productos tiene lugar por cromatografa en co-
lumna, utilizando un sistema de gradiente de
Procedimiento para la obtencion de dipeptidos de
N-Acil arginina de cadena grasa y aminoacidos
puros como tensioactivos ionicos, solubles en
agua, biodegradables, no irritantes y de accion
antimicrobiana.
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